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基础 研究 


敲 低 MSX2 对 胰腺 癌 PANC-1 细 胞 上皮 - 间 充 质 转 化 的 影响 


张 登 勇 , 马 翔 ,吴斌 全 ,人 恰 培 元 , 刘 会 者, 和 鲁 
蚌埠 医学 院 第 一 附属 医院 肝胆 外 科 , 安 徽 蚌埠 233000 


摘要 :目的 研究 MSX2 基 因 在 胰腺 癌 PANC-1 细胞 的 上 皮 - 间 充 质 转化 (EMT)/ 间 充 质 -上 皮 转 化 (MET) 转 变 中 的 作用 。 方 法 
通过 脂 质 体 2000 将 含有 MSX2 干 扰 序 列 的 质粒 ( 共 3 种 ,分 别 命 名 为 shIMSX2-1 .shMSX2-2 和 shMSX2-3, 转 染 空 质粒 的 阴性 对 
照 组 NC) 转 染 PANC-1 细 胞 ,利用 Real-time RT-PCR 、Western blot 等 技术 检测 MSX2 在 基因 和 和 蛋白 水 平 的 表达 ,检测 干扰 效率 ， 
并 选取 干扰 效率 最 高 的 一 组 用 于 后 续 试 验 ;进而 检测 EMT 相 关上 皮 标 志 分 子 E-cadherin、 间 质 标志 分 子 Vimentin 在 基因 和 和 蛋白 
水 平 的 表达 变化 ;采用 CCK-8 法 检测 干扰 前 后 细胞 的 增殖 能 力 变 化 ,Transwell 和 划 痕 试验 比较 细胞 的 侵袭 转移 能 力 变 化 。 结 
果 3 组 干扰 质粒 中 shMSX2-1 的 干扰 效率 最 高 ,CCK-8 试 验 结果 显示 项 低 MSX2 可 明显 抑制 PANC-1 细 胞 增殖 能 力 , 与 对 照 组 
相 比 差异 有 显著 性 (P<0.05); 斋 低 MSX2 可 明显 抑制 PANC-1 细 胞 的 侵袭 转移 ,差异 有 统计 学 意义 (P<0.05);EMT 相 关 分 子 
E-cadherin 表达 升 高 ,而 Vimentin 表达 降低 , 且 与 对 照 组 相 比 均 有 统计 学 意义 (P<0.05); 倒 置 显微镜 下 观察 敲 低 MSX2 后 细胞 形 
态 由 松散 的 长 梭 形 变 成 紧密 圆 形 。RTPCR 发 现 敲 低 MSX2 后 转录 因子 twist 和 snail 表 达 降 低 (P<0.05) ,而 slug 和 
zebl 表达 变化 无 差异 (P>0.05) 。 结 论 敲 低 MSX2 可 抑制 胰腺 癌 PANC1 细胞 的 增殖 \ 侵 秦 转 移 能 力 , 并 且 上 皮 标 志 分 子 
E-cadherin 表达 升 高 , 间 质 标志 分 子 Vimentin 表 达 降 低 ,有 发 生 MET 的 趋势 ,MSX2 可 能 通过 twist .snail 发 挥 其 抑制 作用 
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Effect of MSX2 interference on epithelial-mesenchymal transitions of pancreatic cancer 
cell line PANC-1 
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Abstract: Objective To investigate the effect of MSX2 interference on epithelial-mesenchymal transitions (EMT) of pancreatic 
cancer cell line PANC-1. Methods Three vectors containing short hairpin RNAs (shRNAs) of MSX2 (sh MSX2-1, sh MSX2-2, and 
shMSX2-3) and the empty vector (negative control) were transfected separately into PANC-1 cell line with Lipofectamine2000. 
Real-time RT-PCR and Western blotting were used to observe changes in the expressions of MSX2, E-cadherin, and vimentin in 
the cells. CCK-8 assay was used to assess the changes in the cell growth, and wound scratch assay and Transwell assay were 
employed to evaluate the cell invasion and metastasis after the transfection. Results Among the 3 shRNA, sh MSX2-1 showed 
the highest interference efficiency. MSX2 knockdown by the specific shRNA of MSX2 significantly increased E-cadherin 
expressions, lowered vimentin expressions, and suppressed the invasion, metastasis and proliferation of the cells (P<0.05). 
MSX2 knockdown also resulted in morphological changes of the cells into cobblestone-like cells in close contact. RT-PCR 
results revealed significantly reduced mRNA expressions of the transcription factors snail and twist (P<0.05) without affecting 
slug and zebl expressions in the cells with MSX2 knockdown. Conclusion MSX2 knockdown can reverse EMT and induce 
MET in PANC!1 cells, in which process the transcription factors snail and twist may Play a role. 
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上 皮 - 间 充 质 转化 (EMT) 与 肿瘤 细胞 的 增殖 转移 、 
耐 药 以 及 癌 干 细胞 有 密切 关系 ,并 有 人 研究 认为 EMT 是 
肿瘤 发 生 恶变 的 一 个 过 渡 形 态 , 也 有 观点 认为 EMT 是 
肿瘤 患者 预后 较 差 .死亡 率 高 的 原因 之 一 一 。 在 对 胰腺 
癌 的 研究 中 也 发 现 , 发 生 EMT 的 胰腺 癌 细 胞 更 易于 发 
生 侵袭 转 移 \ 耐 药 等 。 近 年 研究 发 现 MSX2 与 多 种 癌 细 
胞 的 耐 药 增殖、 转移 能 力 有 密切 关系 ,如 过 表达 MSX2 
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的 PANC-1 细胞 对 吉 西 他 滨 的 耐 药 性 明显 增加 中 ;过 表 
达 MSX2 可 促进 乳腺 小 叶 分 文 导 管 的 形成 以 及 EMT 的 
发 生 呈 ;那么 MSX2 对 胰腺 癌 细 胞 EMT 的 发 生 有 何 影 
响 呢 ,这 在 国内 外 的 研究 中 并 无 报道 。 本 研究 采用 

RNA 干 扰 方 法 剖 低 胰腺 癌 PANC-1 细 胞 中 MSX2 表 达 ， 
检测 EMT 标 志 分 子 的 表达 变化 ,并 观察 细胞 增殖 \ 侵 秦 
转移 能 力 的 变化 ,进而 探讨 MSX2 通过 控制 EMT 来 影 

响 胰 腺 癌 PANC-1 细胞 的 侵袭 转移 情况 。 以 往 的 研究 
多 侧重 于 研究 某 一 分 子 与 癌 细 胞 的 生物 学 表现 的 直接 
关系 ,而 本 研究 则 侧重 研究 MSX2 分 子 通过 EMT 影 响 


癌 细 胞 的 生物 学 特性 ,这 将 对 以 后 的 肿瘤 学 研究 提供 新 
的 思路 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 材料 

人 胰腺 癌 细 胞 PANC-1 购 自 中 科 院 上 海 生命 科学 
研究 院 。 DMEM\ 上 胎 牛 血清 购 自 HyClone 公 司 , 逆 转录 及 
PCR 试剂 盒 购 自 Thermo scientific, qPCR 试剂 盒 购 自 
广州 复 能 基因 ,shMSX2 质粒 购 自 上 海 艾 博 思 生 物 科 技 
有 限 公 司 ,Lipofectamine™M2000 购 自 Invitrogen,3 引 | 物 由 
上 海 生 工 合成 ,小 鼠 抗 人 多 克隆 抗体 MSX2、E-cadherin、 
Vimentin、B-catenin\ 免 抗 小 鼠 二 抗 购 自 博士 德 生物 技 
术 有 限 公司 ,CCK-8 试 剂 盒 购 自 莫 云天 生物 技术 有 限 公 
司 。 质 粒 提 取 试剂 盒 购 自 Omega 公司 。 
1.2 质粒 转 染 与 分 组 

根据 Omega 质粒 小 提 试 剂 盒 说 明 书 提取 细菌 质粒 ， 
并 测 浓度 及 纯度 用 于 转 染 。 参 照 Lipofectamine™2000 
转 染 试剂 说 明 书 进行 转 染 , 取 对 数 生长 期 细胞 消化 收集 
计数 ,以 6x103 孔 接种 于 6 孔 板 培养 过 夜 , 次 日 将 孔 中 培 
养 液 换 成 无 血清 无 抗生素 的 Opti-MEM ,培养 1h 后 加 
人 质粒 与 OPTI-MEM 混 合 液 ,6h 后 换 成 含 10% FBS 的 
培养 液 ,继续 培养 24 h 后 在 倒置 获 光 显微镜 下 观察 转 染 
效率 ,目测 荧光 数 在 70% 左 右 可 用 于 后 续 试 验 。 根 据 转 
染 质 粒 不 同 分 为 3 组 :PC-1 组 为 没有 做 过 处 理 的 正常 对 
照 组 ,NC 组 为 转 染 空 质粒 的 阴性 对 照 组 ,shMSX2-1、 
shMSX2-2.shMSX2-3 组 分 别 为 转 染 不 同 MSX2 干扰 
片段 的 处 理 组 。 
1.3 Real-time PCR 检测 MSX2、E-cadherin、Vimentin 
的 表达 

按照 Trizol 试 剂 盒 说 明 书 抽 提 细胞 总 RNA。 逆 转 
录 试 剂 盒 合 成 cDNA 第 1 链 。PCR 引物 采用 Premier 
5.0 软 件 设计 ,由 上 海 生 工 合成 。Real-time PCR 在 ABI 
Step One 机 器 上 进行 反应 ,采用 两 步 法 进行 扩 增 。 引 
物 :MSX2( 广 州 复 能 基因 HQPO011529) ,E-cadherin 上 
游 :5-ATTCTGATTCTGCTGCTCTTG-3 ,下游 :5-AG- 
TAGTCATAGTCCTGGTCTT-3; vimentin 上 游 :5-GA 
AGAGAACTTTGCCGTTGAAG-3, 下游 :5-GAAGG 
TGACGAGCCATTTC-3。 反 应 条 件 : 预 变性 95 %C ， 
10 min; 循 环 40 次 ,95% .10 s,60 C20s,72 C15 s; 溶 
解 曲线 条 件 机 器 默认 。 反 应 结束 后 通过 溶解 曲线 判断 
扩 增 的 特异 性 , 待 测 基因 表达 通过 2-^““ 方 法 进行 计算 。 
1.4 Western blot 检 测 MSX2、E-cadherin、Vimentin 和 蛋白 
的 表达 

PANC-1 细胞 生长 达到 80% 左 右 ,PBS 清洗 2 人 遍 , 加 
人 适量 RIPA 裂解 液 ( 用 时 以 1:100 体 积 加 如 PMSF), 细 
胞 刮 收集 细胞 , 冰 浴 30 min,12 000 r/min 离心 15 min 
后 , 取 上 清 , 于 -80 %C 保 存 备用 。BCA 法 测定 蛋白 浓度 后 ， 
每 孔 上 样 30 pg,10% SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 , 上 层 
胶 90 V,30 min, 分 离 胶 120 V,2 h; 经 90V 电 转 30 min， 


使 蛋白 转移 到 PVDEF 膜 上 ;5% 脱 脂 奶 粉 封闭 2 h, 加 一 抗 
封闭 4 % 过 夜 ;TBST 漂 洗 (3 次 xl10 min) ,加 入 二 抗 室温 
孵育 2 h,TBST 室 温 摇 床 漂洗 (3 次 x10 min) ,化 学 发 光 
显示 。 和 蛋白 表达 以 光 密 度 表示 ,以 目的 蛋白 /B-actin 表 
示 蛋 白 相 对 表达 量 。 
1.5 CCK-8 法 检测 shRNA-MSX2 对 PANC-1 细胞 增殖 
能 力 的 抑制 作用 

取 对 数 生 长 期 细胞 以 5000 个 / 孔 接 种 于 96 孔 板 中 ， 
每 孔 200 由 培养 液 , 分 3 组 :正常 组 .NC 组 和 干扰 组 
siMSX2-1, 每 组 3 个 复 孔 ,另外 设置 空白 对 照 只 加 培养 
液 不 加 细胞 ,重复 3 次 试验 。 将 96 孔 板 在 正常 条 件 下 培 
养 ,分 别 于 24h.2 d.3 d4d.5d 测 定 Dis 值 , 测 前 2 h 每 
孔 加 入 10 局 CCK-8 试 剂 ,用 酶 联 免疫 检测 分 析 仪 测定 
Dis 值 。 以 空白 对 照 孔 调 零 ,测定 各 孔 光 密度 值 , 计 算 每 
组 平均 值 , 以 时 间 为 横 坐 标 , 光 密度 值 为 纵 坐 标 绘制 生 
长 曲线 图 。 
1.6 划 痕 试验 检测 shMSX2 对 PANC-1 细胞 迁移 能 力 的 
影响 

12 孔 板 培养 的 正常 细胞 和 转 染 细胞 , 待 转 染 后 
24ph 用 无 菌 枪 头 沿 孔 的 直径 划 直 线 ,用 无 菌 PBS 冲洗 干 
净 后 ,加 入 无 血清 培养 液 培 养 ,分 别 于 划 痕 后 0.20.40 h 
于 倒置 殉 光 显微镜 下 观察 细胞 迁移 生长 情况 ,定性 判断 
细胞 迁移 能 力 变 化 。 
1.7 Transwell 小 室 试 验 检 测 shMSX2 对 PANC-1 细胞 
侵 歼 能力 的 影响 

用 无 血清 DMEM 1:4 稀 释 Matrigel 胶 , 取 80 Wl 包 
被 Transwell 小 室 底 部 膜 ,37%C 培 养 箱 培 养 30 min 凝 固 
成 胶 , 重 悬 细胞 使 细胞 浓度 为 (30~50)x10' 个 /ml, 取 
200 nl 接种 于 24 孔 板 小 室 中 ,下 室 加 入 含 10% 胎 牛 血清 
的 培养 液 800 中。 正常 培养 40h 后 取出 小 室 以 4% 多 聚 
甲醛 固定 20 min, 结 唱 紫 染色 30 min, 轻 轻 擦 去 上 室 面 
的 细胞 ,显微镜 下 分 别 取 10 个 不 同 视野 计数 并 拍照 。 
1.8 RT-PCR 实验 初步 探索 MSX2 促 进 胰腺 癌 PANC-1 
细胞 发 生 MET 的 分 子 机 制 

RNA 提取 及 道 转 录 方 法 同 1.3,2xPCR Master Mix 
进行 PCR 反应 。snail 上 游 :5-GAGGCGGTGGCAGA 
CTAG-3, 下 游 : 5S-GACACATCGGTCAGACCAG-3， 
179 bp; slug 上 游 :5-CATGCCTGTCATACCACAA 
C-3, 下 游 :5-GGTGTCAGATGGAGGAGGG-3,169 bp; 
twist 上 游 :5-GCCAGGTACATCGACTTCCTC T3, 下 
游 :5-TCCATCCTCCAGACCGAGAAGG-3, 122 bp; 
zebl 上 游 :5-CAGCTTGATACCTGTGAATG GG-3 ,下 
游 :5-TATCTGTGGTCGTGTGGGACT-3,100 bp; GA- 
PDH( 上 海 生 工 PHS05), 片 段 大 小 138 bp。PCR 产物 经 
2% 琼 脂 糖 泛 胶 电 泳 鉴 定 ,紫外 灯 下 拍照 ,试验 重复 3 次 ， 
gene5 软件 测量 灰 度 值 比较 各 组 分 子 表达 变化 。 
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1.8 统计 学 分 析 
计量 资料 数据 均 采 用 均 数 + 标准 差 ,采用 SPSS19.0 
统计 软件 处 理 实验 数据 ,两 组 数据 比较 采用 t 检 验 。 


2 结果 
2.1 特异 性 MSX2 shRNA 转 染 PANC-1 细 胞 

质粒 提取 后 检测 纯度 Do 在 1.8~2.0 之 间 ,浓度 
在 0.7 hg/ 则 左右 ,适合 转 染 。 转 染 后 24 h 在 灭 光 显 微 镜 
下 观察 绿色 荧光 ,通过 视野 观察 估 测 转 染 效率 在 70% 左 
右 ( 图 1), 可 用 于 后 续 实验 。 


图 1 转 染 shMSX2-1 后 24 bh 荧光 显微镜 下 观察 判断 
转 染 效 率 

Fig.1 Transfection efficiency assessed by fluorescence 
microscopy 24 h after sh MSX2-1 transfection in 
PANC-1 cells. 


2.2 Real-time PCR 检测 干扰 前 后 MSX2、E-cadherin、 
Vimentin 等 基因 的 表达 

转 染 后 MSX2 相对 于 正常 组 (PC-1) 表 达 量 变化 
(2-^^0) ;正常 组 .阴性 对 照 组 .shMSX2-1 组 shMSX2- 
2 组 shMSX2-3 组 分 别 为 1、1.0974+0.036、0.091+0.005、 
0.479+0.175 和 0.349+0.012,3 个 干扰 组 较 正常 组 .阴性 
对 照 组 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05) ,而 正常 组 与 阴性 对 
照 组 之 间 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05), 且 shMSX2-1 组 
干扰 效率 最 高 , 故 选取 shMSX2-1 组 用 于 后 续 试验 。 阴 
性 对 照 组 中 E-cadherin 、Vimentin 变化 较 正 常 组 差异 无 
意义 (P>0.05) ,shMSX2-1 组 中 E-cadherin 表达 升 高 ， 
Vimentin 降 低 ,差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 
2.3 Western blot 检测 干扰 前 后 MSX2、 E-cadherin、 
Vimentin 有 蛋白 的 表达 

shMSX2-1 组 中 MSX2 和 蛋白 表达 (0.07+0.015) 明 显 
低 于 NC 组 (0.496+0.095) 和 PC-1 组 (0.624+0.862), 有 是 
差异 有 统计 学 意义 (P<0.05), 而 NC 组 与 PC-1 组 差异 无 
统计 学 意义 (P>0.05), 从 和 蛋白 水 平 印证 了 干扰 效率 的 可 
用 性 。 

E-cadherin 蛋白 在 shMSX2-1 组 中 表达 明显 高 于 
NC 和 PC-1 组 ,Vimentin 蛋白 表达 明显 低 于 NC 组 和 
PC-1 组 , 旦 两 组 差异 变化 均 有 统计 学 意义 (P<0.05) ,而 


表 1 EMT 标 志 分 子 在 基因 水 平 的 表达 变化 2-^^% 


Tab.1 Relative expression of EMT-related molecules at 
the mRNA level (2-**®™, Mean+SD) 


Group Vimentin E-cadherin 

PC-1 1 1 

NC 1.329+0.514 1.022+0.422 
ShMSX2-1 0.139+0.066 3.739+1.613 
t 22.634 2.941 

2 0.002 0.042 


两 各 分 子 在 NC 组 和 PC-1 组 中 表达 差异 无 统计 学 意义 
(P>0.05, 表 2)。 说 明 干 扰 MSX2 后 可 引起 PANC-1 细 
胞 的 上 皮 标 志和 蛋白 表达 升 高 , 间 质 标志 物 波形 蛋白 表达 
下 调 , 有 发 生 MET 的 趋势 。 


表 2 干扰 前 后 EMT 相 关 和 蛋白 表达 变化 灰 度 值 
Tab.2 Expression of EMT-related E-cadherin and vimentin 
proteins after MSX2 interference (Mean+SD) 


Group VIM/Actin E-CAD/Actin 
PANC1 0.157+0.038 0.313+0.036 
NC 0.142+0.023 0.335+0.018 
ShMSX2-1 0.064+0.012 0.675+0.039 
t 4.013 11.666 

Re 0.016 <0.001 


2.4 CCK-8 法 检测 干扰 前 后 PANC-1 细胞 增殖 能 
变化 

增值 试验 发 现 shMSX2-1 组 细胞 增值 能 力 在 第 3 
天 (0.798+0.146) 较 NC 组 (1.029+0.053) 和 PC-1 组 
(1.096+0.045) 明 显 受 到 抑制 ,并且 差异 有 统计 学 意义 
(P<0.05) ,而 NC 组 与 PC-1 组 差异 无 统计 学 意义 (P> 
0.05)。 说明 干 扰 MSX2 后 对 PANC-1 细胞 的 增殖 有 抑 
制作 用 (图 2)。 


D Mane+SD) 


0 | 2 3 4 5 
Time after interference MSXz (d) 
图 2 干扰 前 后 细胞 增殖 能 力 变化 
Fig.2 Proliferation ability of PANC-1 cells after 
interference MSX2. *P<0.05. 


2.5 划 痕 试验 检测 干扰 前 后 PANC-1 细 胞 的 迁移 能 力 变 化 
划 痕 试验 发 现 shMSX2-1 组 细胞 划 痕 在 40 h 时 尚 
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未 愈合 ,而 PC-1 组 和 NC 组 细胞 在 40h 时 已 经 愈合 完全 ” 力 减 弱 。 


(图 3), 表 观 发 现 干 扰 MSX2 后 使 PANC-1 细胞 迁移 能 


PC-1 


图 3 干扰 前 后 细胞 的 迁移 能 力 变化 


2.6 Transwell 小室 试验 观察 细胞 侵 歼 能 力 变 化 


ShMSX2-1 


Fig.3 Migration ability of PANC-1 cells after interference MSX2. 


小 室 试验 观察 到 40 h 后 shMSX2 组 细胞 的 侵袭 能 
力 较 对 照 组 明显 减弱 ,差异 有 统计 学 意义 LP<0.05) ,而 
PC-1 组 和 NC 组 细胞 的 侵袭 能 力 变 化 无 统计 学 意义 (P> 
0.05, 图 4)。 
2.7 干扰 MSX2 前 后 细胞 形态 变化 的 观察 

干扰 MSX2 后 72 h 细胞 形态 发 生变 化 ,由 原来 松 
散 的 长 梭 形 变 成 了 连接 紧密 的 椭圆 形 ,NC 组 较 PC-1 组 
则 没有 明显 变化 ,提示 干扰 MSX2 后 细胞 由 间 质 形态 向 


Invasiveness 
pt FE 
un SS 内 
一 它 二 它 
it . 
区 所 
> 


shMSX2-1 NC PC-1 shMSX2-1 


图 4 干扰 前 后 细胞 的 侵 效能 力 变化 
Fig.4 Invasiveness of PANC-1 cells after MSX2 interference. 


上 皮 表 型 转变 (图 5)。 
2.8 RT-PCR 检测 干扰 前 后 twist、snail、slug、zebl 等 基 
因 的 表达 

干扰 MSX2 后 twist 和 snail 基 因 表 达 明 显 降 低 (P< 
0.05), 而 slug 和 zeb1 基 因 表 达 差 异 无 显著 性 (P>0.05, 图 6)。 


3 讨论 
EMT 是 指 细胞 失去 上 皮特 性 逐渐 向 间 充 质 转变 ， 
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图 5 倒置 显微镜 随机 选取 的 视野 下 观察 干扰 前 后 细胞 的 形态 
Fig.5 Morphology of PANC-1cells after MSX2 interference (Original magnification: x 


100). A: Control group; B: Interference groug. 


A bp B 口 Pc-l 


twist smail slug zebl GAPDH 


PC-1 NC ShMSX2-1 


Relative expression 
一 
己 


6 RT-PCR 检 测 干扰 MSX2 前 后 PANC-1 细 胞 中 twist、snail、slug、zeb1 基因 的 表达 变化 
Fig.6 Expression of twist snail, slug, and zebl mRNA levels in PANC-1 cells after MSX2 interference 
detected by RT-PCR. A: RT-PCR; B: Semi-quantitative analysis. *P<0.05 vs PC-1 group. 


在 此 过 程 中 ,细胞 极 性 消失 ,连接 松散 ,更 易于 经 血 流转 
移 , 在 分 子 学 上 表现 为 上 皮 标志 重 白 了 E- 钙 黏 和 蛋白 .紧密 
连接 ZO-1 等 表达 下 调 或 缺失 ,而 波形 蛋白 N- 钙 儿 蛋白 
等 间 质 标志 蛋白 表达 升 高 ”。 

近年 来 研究 表明 MSX2 在 肿瘤 的 发 生发 展 中 发 挥 
着 重要 作用 ,并 且 与 EMT 关 系 密 切 。 现 今 的 研究 认为 
EMT 是 恶性 或 者 良性 肿瘤 恶性 程度 增加 的 一 个 过 渡 形 
态 , 发 生 EMT 的 癌 细 胞 具有 更 强 的 化 疗 药物 耐 药性 ,更 
强 的 转移 侵 检 能 力 , 还 有 研究 显示 发 生 EMT 的 瘤 细胞 
有 肿瘤 干细胞 样 特性 ””; 上皮 标志 蛋白 E-cadherin 是 肿 
瘤 细 胞 EMT 过 程 中 最 重要 的 标志 和 蛋白, 它 是 一 种 广泛 
表达 于 上 皮 细 胞 并 介 导 细胞 间 连 接 的 钙 依赖 性 跨 膜 蛋 
白 , 它 的 表达 缺失 伴随 着 上 皮 细 胞 表 型 的 丧失 ,使 细胞 
烙 附 能 力 下 降 , 易 于 脱落 发 生 转移 ,而 间 质 标志 和 蛋白 
Vimentin 表达 升 高 使 得 细胞 易于 发 生 侵 秦 转 移 。Tsuji 
等 9 研究 认为 E-cadherin 表达 的 缺失 与 青 表达 不 是 取决 
于 不 可 逆转 的 基因 缺失 或 者 突变 ,调节 其 表达 的 机 制 是 
可 逆 的 ;还 有 研究 表明 在 很 多 转移 癌 组 织 中 的 上 皮 标 志 
蛋白 表达 高 于 原 发 灶 " ,并 且 在 形态 上 也 更 偏向 于 上 皮 
形态 ,也 就 是 说 在 一 些 癌 细 胞 中 由 于 E-cadherin 等 表达 
缺失 发 生 了 EMT, 癌 细胞 转移 到 其 他 脏 融 后 叉 重 新 恢复 


上 皮 细 胞 特性 ,发 生 了 间 叶 -上 皮 转 化 (mesenchymal- 
epithelial transition,MET), 既 EMT 的 逆向 过 程 ,表现 为 
上 皮 细 胞 特性 的 获得 ,如 细胞 间 连 接 变 得 紧密 ,上 皮 标 
志 物 E-cadherin 等 表达 上 调 ; 间 质 特 性 的 丧失 ,如 如 波 
形 蛋 白 等 表达 下 调 。 在 肿瘤 的 发 生发 展 中 ,这 种 表 观 形 
态 学 上 的 转换 具有 重要 意义 ,EMT 使 肿瘤 细胞 易于 发 
生 侵袭 转移 ,对 化 疗 药物 耐 药 等 ,使 得 患者 预后 极 差 ,而 
MET 使 肿瘤 细胞 由 低 粘 附 高 转移 的 特性 趋 于 上 皮 细 胞 
特性 转变 ,对 肿瘤 细胞 的 恶性 表现 起 到 抑制 作用 ,如 有 
研究 认为 发 生 MET 的 卵 梨 癌 细 胞 对 顺 铂 的 敏感 性 较 未 
发 生 MET 的 癌 细 胞 高 ,并 提出 EMT 的 逆转 是 解决 卵巢 
癌 顺 铂 耐 药 的 假说 ™; 还 有 研究 认为 发 生 了 MET 的 口 
腔 鳞 癌 KB 和 KOSCC-25B 细胞 以 及 人 前 列 腺 癌 细 胞 
的 侵 秦 转移 能 力 明显 降低 ;所 以 说 在 肿瘤 的 形态 学 
发 展 中 EMT-MET 转 变 有 着 重要 意义 ,伴随 着 MET, 肿 
瘤 细 胞 的 表 观 特性 也 趋向 于 良性 改变 ,因此 研究 肿瘤 细 
胞 EMTMET 转 变 的 分 子 机 制 尤 为 重要 。 为 了 研究 在 
胰腺 癌 中 MSX2 与 EMT 关 系 , 本 实验 通过 MSX2 特异 
的 shRNA 转 染 胰腺 癌 PANC-1 细胞 , 敲 低 胰腺 癌 细 胞 
中 MSX2 基 因 的 表达 ,通过 Real time PCR 和 Western 
blot 在 基因 和 和 蛋白 水 平 检测 EMT 标 志 分 子 的 表达 变化 


201712.01174v1 


chinaXiv 


* 184.: J South Med Univ 2015, 35(2): 179-184 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


发 现 , 与 正常 组 和 阴性 对 照 组 相 比 ,干扰 MSX2 后 的 
PANC-1 细胞 组 E-cadherin 表达 上 调 , 而 Vimentin 表 达 
下 降 , 差 异 均 有 统计 学 意义 ,并 且 细胞 在 形态 上 也 趋向 
于 上 皮 形 态 转 变 :细胞 由 松散 的 长 梭 形 变 成 了 连接 紧密 
的 椭圆 形 , 试 验 中 还 通过 Transwell 和 划 痕 试验 发 现 干 
扰 MSX2 后 的 PANC-1 细胞 侵袭 、 转 移 能 力 明 显 减弱 ， 
这 些 结果 表明 在 胰腺 癌 中 上 皮 标 志和 蛋白 E-cadherin 的 
表达 是 可 逆 的 ,并 且 伴 随 着 E-cadherin 和 蛋白 表达 的 上 
调 ,细胞 的 侵袭 转移 能 力也 降低 ,干扰 MSX2 基 因 可 使 
胰腺 瘤 细 胞 的 EMT 程度 降低 ,有 发 生 MET 转 变 的 趋 
势 。 此 外 通过 CCK-8 检 测 还 发 现 干扰 MSX2 后 的 胰腺 
癌 细 胞 增殖 能 力也 明显 受到 抑制 , 且 随 着 转 染 时 间 
的 延长 ,抑制 程度 也 越 明 显 ,差异 均 有 统计 学 意义 ,这 进 
一 步 印 证 了 干扰 MSX2 可 促进 PANC-1 细胞 发 生 MET 
转变 这 一 观点 。 一 般 认 为 在 肿瘤 细胞 中 ,转录 因子 
snail slug ,twist ,zebl 等 直接 或 间接 的 控制 着 EMT 的 
过 程 "。 我 们 通过 RT-PCR 检 测 发 现 , 干 扰 MSX2 后 可 
抑制 EMT 相 关 转 录 因 子 twist 和 snail 的 表达 ,而 slug 和 
zebl1 表达 变化 不 明显 ,说 明 在 PANC-1 细胞 中 MSX2 可 
能 通过 转录 因子 twist 和 snail 发 挥 其 抑制 EMT 作 用 。 

本 研究 发 现 , 针 对 MSX2 基 因 的 胰腺 癌 靶 向 治疗 将 
在 针对 肿瘤 细胞 EMT/MET 转 换 过 程 中 发 挥 着 关键 作 
用 ,以 往 的 鞭 向 治疗 研究 很 少 以 肿 冶 的 EMT/MET 转 换 
为 思路 ,所 以 本 实验 结果 的 发 表 将 为 胰腺 癌 的 靶 向 治疗 
提供 一 种 新 的 理念 ,为 探究 胰 腺 癌 的 发 生发 展开 辟 新 的 
分 支 。 


MA 
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